LI-6400; Gazometricka stanoveni fotosyntetickych parametrii

18. dubna 2008

Tato uloha by Vis méla seznamit s gazometrickymi metodami stanoveni fotosyntetickée
aktivity rostlin potazmo s pristrojem LI-6400, ktery v soucasné dobé, patri k nejpouZivanéjsim
gazometrickym systémum ve fyziologii a ekofyziologii rostlin. Principy meveni, vyhodnocent
a interpretace namérenych parametri budou demonstrovany na rozdilné asimilaci COy u Cy
a Cy rostlin. Zopakugte si proto, v cem tkvi rozdil mezi témito fotosyntetickymi typy (viz.
Fyziologie rostlin, Prochdzka et al.; nebo Ucebni texty fyziologie rostlin kap. 5. Enzymové
reakce fotosyntézy; aj.).

Uvod

List fixuje ve fotosyntéze COq, ktery proudi z vnéjsi atmosféry. Souc¢asné ale uvolnuje COq pri
respira¢nich pochodech. Na svétle u nestresovaného zeleného listu prevlada vétSinou foto-
syntéza nad respiraci. To, co budeme mérit je bilance obou procest a nazyva se ,rychlost
Cisté fotosyntézy“ (A) a vyjadiuje se jako hustota toku COs2 na jednotku plochy listu za ¢as
(umol(CO2)m=2(listu)s™1). Gazometrické metody umoziuji méfeni rychlosti vymény plyni
mezi listem a okolni atmosférou. Prijem resp. vydej COs se projevi zménou koncentrace
CO; v atmosféfe obklopujici méfeny objekt. Tato zména je mérend pomoci infracerveného
analyzatoru plyni (IRGA). A je vyrazné zavisld na dvou faktorech i) intenzité dopadajici
radiace (I) (tzv. ,svételna kiivka fotosyntézy*) a i) koncentraci CO2 v okolni atmosféte (tzv.
»,COq kiivka fotosyntézy*). Z téchto zavislosti lze stanovit fotosyntetické parametry, které
danou rostlinu (list) charakterizuji z biofyzikdlniho a biochemického hlediska.

Tato tloha je zaméfené na porovnani rostlin s C3 a C4 metabolismem asimilace COs.
Z namérenych kiivek a vypoctenych parametrti bude zietelny rozdil v jejich mechanismu
asimilace COsa vyuziti dopadajici radiace.

1 Princip méreni a vypocty
1.1 Princip infraCervené analyzy plynua

Heteroatomické molekuly absorbuji zafeni pii specifickych vlnovych délkach v infracervené
oblasti, pricemz kazdy plyn ma charakteristické absorpcéni spektrum. Molekuly slozené ze
dvou identickych atomu, maji nulovy dipélovy moment, (napf. Og2, N3) toto dlouhovlnné
infracervené zareni neabsorbuji, a tudiz neptekazi pii stanoveni koncentrace heteroatomickych
molekul. Z nejbéznéjsich plynt a par majicich absorpci v infracervené oblasti spektra lze uvést:
CO,, H;0O, NH3, CO, NoO, NO, SO5, HCN, plynné uhlovodiky, vSechny vyssi uhlovodiky
apod. Hlavni absorpéni pas COg je pti 4.25 pm s druhotnymi maximy pri 2.66, 2.77 a 14.99 pym.
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Jediny plyn, normalné pritomny ve vzduchu s absorpénim spektrem prekryvajici absorpéni
spektrum CO3 (spoleéné maximum pii 2.7 pum) je vodni para. Vysledné spektrum je kombinaci
elektronového, rota¢niho a vibra¢niho spektra. Absorpéni ¢ary pak odpovidaji rotaci dané
molekuly.

IRGA se sklada ze ¢tyt zakladnich ¢asti: Siroko-spektralni zdroj infracerveného (IR) zafeni,
asimila¢ni komora, opticky filtr a detektor. Pfitomnost COs v kyveté zptisobi pokles radiace,
coz je stanoveno detektorem, a dojde k poklesu vystupniho signalu detektoru. Elektronicky
zpracovany signal je preveden na koncentraci. Opticky filtr ohranic¢uje zafeni na spektralni
pasy, které jsou absorbovany uréitymi plyny.
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Obr. 1: Nékres jednoduchého infraerveného analyzatoru plyni (IRGA). Infradervené zafeni vyzafované ze zdroje
(S) prochazi pres kyvetu (C), kterou proudi plyn dovnitf (1) a ven (O). Infradervend radiace vychazejici z kyvety
prochazi pres Sirokospektralni filtr (nej¢astéji centrovany na 4,3um), a pak je analyzovana detektorem (D). Signal
z detektoru je zesilen (RA). Jakykoliv narist koncentrace plynu v kyveté, ktery absorbuje v IR oblasti, v kyveté, se
projevi jako pokles v signalu na detektoru.

1.2 Usporadani otevieného gazometrického systému LI-6400
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Obr. 2: Schématické znazornéni toku vzduchu v LI-6400. Vzduch je nasdvan membranovou pumpou z vnéjsi atmo-
sféry. Déle prochazi kolonami, které zbavuji vzduch i) oxidu uhli¢itého (CO2 scrubber) a ii) vodni pary (desiccant).
Vzduch je nasledné upravovan na nami pozadovanou koncentraci COs pfidavanim potfebného mnozstvi plynu z
externiho zdroje CO,. Pred vstupem do asimilaéni komory, kde je umistén list, je mérfend rychlost pritoku vzduchu.

1.3 Jak pristroj pocéita gazometrické parametry?

Vse, co je uvedeno v této kapitole, udéld za vds pristroj. Teorie vypoctu je zde uvedena jen
proto, aby LICOR pro zvidavé nebyl prilis cernou skrinkou.
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Fotosyntetizujici list, uzavieny v komote, bude pohlcovat COs. Znédme-li pritok vzduchu
komorou F, koncentrace CO2 ve vzduchu vstupujicim do komory, ¢y, a ve vystupujicim vzdu-
chu po jeho styku s listem, cp, a plochu listu uzavieného v komore (S), miZzeme spocitat
hustotu toku COg do listu ¢ili rychlost fotosyntézy A:

A=F=x(cr—co)/S (1)

Dosadime- li za koncentrace ¢ hodnoty v mikromolech COs na mol vzduchu, za pritok £ mol
vzduchu za sekundu a plochu listu S v m?, vyjde A v umol m~2s7! jak je obvyklé. Podobné z
rozdilu koncentraci vodni pary ve vystupujicim (wo) a vstupujicim (wy) vzduchu, z pratoku
vzduchu F' a plochy listu S pfistroj vypocita rychlost transpirace E:

E:F*(’wo—w[)/s (2)

Spoctena rychlost transpirace E (obvykle v mmol (vody) m~2 (listu) s~!), zméFen4 teplota
listu (77) a koncentrace vodni péary ve vzduchu v listové komofe (wp) ndm umozni spocitat
vodivost listu pro difuzi vodni pary g;. (Vzduch se v komofte se intenzivné micha ventilatorem,
a proto jsou koncentrace vody i CO4 kolem listu rovny koncentracim na vystupu z komory.
Diky intenzivnimu michdni vzduchu je také tloustka nemichané vrstvy vzduchu nad listem
velmi mald, jeji diftzni vodivost tedy velkd a toky vody a CO2 mezi listem a okolnim vzdu-
chem limituji prakticky jen priduchy svoji otevienosti a poétem (priduchy jsou vzhledem
k nemichané hrani¢ni vrstvé umistény v sérii). Propustnost kutikuly pro vodu i COs je na-
opak velmi mala, a protoze je vzhledem k priduchéim paralelné, mizeme vodivost kutikuly
zanedbat.) Proto budeme vodivost listu g; povazovat za totoznou s vodivosti priduchi gs.
Vodivost priduchii pro vodni paru gs, tedy je

9sw = E/(wy, —wo), 3)

kde exponent s znaci nasycenou koncentraci pri teploté listu 7;. Diftizni vodivost pak vyjde
ve stejnych jednotkach jako transpirace nebo fotosyntéza ( napi. v umol m=2s~1). Dostup-
nost COy pro karboxyla¢ni reakce je ovlivnéna vodivosti prtiduchi. Protoze vodivost neni
nekonecéné velika, koncentrace CO2 v atmosféfe (c,) je vySsi nez koncentrace COz uvnitf listu
(¢;). Pro studium fotosyntézy v intaktnim listu je proto zadouci ”odfiltrovat” vliv priaduchu a
znat koncentraci COo v mistech za praduchy tj. v mezibunéénych prostorach listu. Zname-li
rychlost fotosyntézy (A) a diftzni vodivost praduchii pro vodni paru (gs, ), mizeme vypocitat
koncentraci COy uvnitf listu c¢;:

¢i =cq— (1.6A/gsw) (4)

koeficient 1.6 zde prevadi diftzni vodivost pro vodni paru na diftzni vodivost pro COs. Vy-
pocty, jejichz princip je vyse uveden, za vas udéla (v dokonalejsi verzi) fotosynteticky systém
LI-6400, ktery budete pouzivat.

2 Analyza A/C; a svételnych krivek

Vysledkem gazometrickych méfeni mohou byt tzv. fotosyntetické kiivky. COq kiivky foto-
syntézy vyjadiuji vztah mezi koncentraci COq (pfesnéji koncentraci COy v podpriduchové
dutiné (¢;)) a rychlosti fotosyntézy pii urcité teploté a ozarenosti. Obdobny vztah vyjadiuji
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svételné kiivky fotosyntézy, tj. vztah mezi ozafenosti listu (resp. chloroplastii) a rychlosti fo-
tosyntézy pri urcité teploté a koncentraci COs. VSeobecné maji tyto kiivky linedrni charakter
pfi nizkych koncentracich COg res. nizké ozatfenosti. Se zvétsujici se koncentraci COg (resp.
ozafenosti) dochéazi k postupné inflexi kfivky. Pfi vysokych koncentracich resp. ozafenostech
dosahuji kiivky konstantnich hodnot, které odpovidaji maximalnim hodnotdam A ve vztahu
ke koncentraci COg2 (resp. ozafenosti).

2.1 A/C; kfivky

Zavislost rychlosti pfijmu COy povrchem listu (A) na koncentraci CO2 v podpriduchové du-
tiné (¢;) byva oznacovana jako A/c; kiivka fotosyntézy. Tato k¥ivka ma typicky pribéh blizici
se nerovnoosé hyperbole a miizeme u ni rozlisit nékolik ¢asti.
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Obr. 3: Zavislost rychlosti asimilace CO2 na koncentraci CO2 v podpriduchové dutiné. V grafu jsou vyznaéeny
parametry charakterizujici biochemickou aktivitu: Respirace na svétle (Raay), CO2 kompenzaéni bod (T'c), maximalni
rychlost karboxylace (Vemaz) @ maximalni rychlost asimilace CO2 Ajnas

i) Pocatecni linedrni ¢ast zacind v bodé vydeje CO2 (Rgqy) pii nenulové ozafenosti a
nulové koncentraci COq. ii) Pti zvySovani koncentrace COy dojde k dosazeni tzv. kompen-
zacniho bodu (T'.), kdy pfijem COs fotosyntézou je roven vydeji COq respiraci, tedy A = 0.
V tomto stavu viibec neprobihd vymeéna plyni, prestoze priduchy mohou byt zcela otevieny.
I'. predstavuje dulezZitou charakteristiku a je citlivym parametrem pro posouzeni fotosynte-
tické aktivity rostlin. Prostfednictvim I'. je mozno usuzovat na produkéni schopnost rostlin,
protozZe rostliny s vysokou intenzitou fotosyntézy maji zpravidla nizkou hodnotu I'.. Cg rost-
liny dosahuji vyssich hodnot I'. nez Cy rostliny. 43i) V dalsi ¢asti je zavislost linedrni. A je
zde limitovédna dostupnosti substratu - tedy CO9 a aktivitou enzymu Rubisco (Ribulosa-1,5-
bisfosat karboxylaza/oxygendza). Smérnice této linedrni ¢asti uréuje karboxylac¢ni aktivitu
enzymu Rubisco. iv) Nésleduje inflexni ¢ast. V této hyperbolické ¢asti je zavislost A/c¢; ne-
linedrni. v) Za inflexni ¢asti kiivky je A limitovana mnozstvim substratu pro karboxylaci -
RuBP (Ribuloza-1,5-bisfosfat), které je dano rychlosti regenerace RuBP v Calvinové cyklu.
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2.2 A/I k¥ivky

Svételnou kifivkou myslime zavislost rychlosti asimilace CO2 (A) na intenzité dopadajici radi-
ace (I). Kfivka mé opét charakter nerovnoosé hyperboly a mizeme ji rozdélit na nékolik ¢asti.
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Obr. 4: Zavislost rychlosti asimilace CO2 na intenzité dopadajici radiace. V grafu jsou vyznadeny parametry cha-
rakterizujici biochemickou a biofyzikalni aktivitu: Temnostni respirace (Raark), svételny kompenzaéni bod (T'z),
Kvantovy vytézek fotosyntézy (AQE) a maximalni rychlost asimilace CO2 A qx

i) poc¢atetni hodnota A svételné kiivky temnostni (mitochondrialni) respiraci (Rgqrk)- Je
to mnozstvi uvolnéného CO4 pii nulové ozafenosti. ii) P¥i dalsim nartstu ozafenosti dochézi k
vyraznému narustu A az k hodnoté tzv. svételného kompenzacéniho bodu I';. i) Za timto bo-
dem kiivka ziskava linedrné zavisly priibéh v rozmez{ intenzit ozéienosti 50-200 pmol m=2s~ 1.
Stoupani respektive smérnice linearni zavislosti A/I je interpretovana jako maximalni kvan-
tovy vytézek fotosyntézy (¢). iv) Za touto linedrni ¢asti mizeme pozorovat inflexi. Miru za-
kiiveni udava parametr ©. v) Po inflexi pozorujeme mirné stoupani dokud k¥ivka nedosahne
satura¢ni hodnoty fotosyntézy. Tato hodnota je oznacovana jako svételna saturacni rychlost
asimilace COg (Asat)-

2.3 Matematické modely fotosyntetickych krivek

Tvar nerovnoosé hyperboly A/C; a A/I kiivek poukazuje na enzymatickou podstatu obou
zéavislosti. Pro matematicky popis téchto zavislosti jsou pouzivany rovnice pro enzymatické
reakce, které navrhli Michaelis a Menthonova:

v — Vinaz * [S] (5)

[S]+ K’
kde v je rychlost pochodu, V., jeho nejvys$si mozné rychlost, [S] koncentrace substratu
(v nasem ptipadé tedy COz nebo I) K,, je Michelis-Menthenova konstanta (ta odpovida
koncentraci substratu, pfi niz enzymatickéd reakce dosahuje poloviny maximalni rychlosti).
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Obr. 5: Typicka zavislost enzymatické reakce, ze které vychazi matematicky popis fotosyntetickych kfivek. Michaelis-
Menthenova konstanta (K., ); Maximalni rychlost reakce (Viaz)

Pro modelovani A/C; bylo sestaveny nasledujici modely:

Vemaa (Ci - Fc)

A =
" ¢ + Anmag

- Rdayv (6)

kde Vpnqz je maximalni rychlost karboxylace, c; je koncentrace COs v podpriiduchové dutiné,
I'. je CO2 kompenzacni bod, Ry, respirace na svétle.
v nékterych piipadech je A/C; zavislost vyjadfovana v exponencidlnim tvaru:

Ap=a—bxel"%%) kde bxc= CE, (7)

kde CE je karboxyla¢ni i¢innost.
Pro modelovani svételnych kiivek je mozno pouzit nasledujici rovnice:

AQE %1 % Ay
A, =
YAR o+ AQE™ x I

maxr

- Rdark’a (8)

kde AQE je zdanlivd kvantova tc¢innost premény dopadajici radiace, I intenzita dopadajici
radiace, A4, je maximalni rychlost fotosyntézy, Rgq-+ respirace za tmy.

Dalsim ¢asto uzivanym modelem je:

o I + Ama:v - [(¢ * Q + Amax)2 - 4¢Ama:v@]0'5
N 20

An - Rdark; (9)
kde ¢ je maximalni kvantovy vytézek a © vyjadiuje miru inflexe kiivky.

Tyto matematické popisy jsou raciondlnim vyjadienim vlastnich experimentélnich vy-
sledkt, jsou vhodné pro interpolaci naméfenych hodnot a umoznuji z experimentalnich dat
odvodit parametry charakterizujici biofyzikalni a biochemické funkce fotosyntetického apa-
ratu.



